



















































































CYP11A1	 Cholesterin-Monooxygenase,	P-450	 cholesterol	 side-chain	 cleavage	en-
	 zyme,	P450ssc,	Cytochrome	P450	family	11	subfamily	A	member	1		







































Sexualsteroide	 sind	 essentiell	 für	 eine	 erfolgreiche	 Fortpflanzung.	 Sie	 beeinflussen	 die	
Gametogenese,	 die	 Ausprägung	 der	 sekundären	 Geschlechtsmerkmale,	 Trächtigkeiten	
und	 vieles	mehr.	Obwohl	prinzipiell	 diese	 Funktionen	 für	 alle	 Säugetiere	 identisch	 sind,	




ren	 der	 assistierten	 Reproduktion,	 wie	 beispielsweise	 Zyklus-	 und	 Trächtigkeitsmonito-
ring,	 Ovulationsinduktion,	 künstliche	 Besamung,	 Embryotransfer	 und	 Populations-
kontrolle.	Die	Hauskatze	dient	als	Modell,	bei	dem	grundlegende,	also	auch	molekulare	
Untersuchungen	 durchgeführt	 werden	 können.	 Die	 gewonnenen	 Erkenntnisse	 können	
vergleichend	an	anderen	Felidae	validiert	werden,	bei	denen	 in	der	Regel	ein	 limitierter	
Zugang	 zu	 Proben	 besteht.	 Das	 Ziel	 der	 dieser	 Habilitationsschrift	 zugrunde	 liegenden	
Forschungsarbeiten	 war	 es	 daher,	 ausgewählte	 reproduktive	 Organe	 und	 Gewebe	 der	
Hauskatze	 hinsichtlich	 ihrer	 Kapazität	 zur	 Synthese	 und	 Rezeption	 von	 Sexualsteroiden	






und	 im	Vergleich	 zu	Daten	 anderer	 Spezies	 kurz	 diskutiert.	 Eine	 vertiefte	Diskussion	 zu	
ausgewählten	Punkten	erfolgt	im	Kapitel	5	„Übergreifende	Diskussion	und	Ausblick“.		
Im	zweiten	Teil	(ab	Kapitel	8)	sind	die	in	„peer	reviewed	journals“	veröffentlichten	Arbei-
ten	 aufgeführt,	 welche	 die	 Grundlage	 dieser	 Habilitationsschrift	 bilden.	 Diese	 Publika-
tionen	sind,	wenn	Sie	als	Zitate	in	den	Kapiteln	2	bis	5	erwähnt	werden,	zur	besseren	Er-
kennung	fett	markiert	hervorgehoben.	Der	Anhang	beinhaltet	die	Sonderdrucke	der	Ver-










benhoden),	 Ductus	 deferens	 (Samenleiter)	 und	 Penis	 (männliche	 Seite)	 sowie	 Ovidukt	








Tage	 nach	 der	Geburt	 vollendet	 (McGeady	 et	 al.	 2006).	 Das	Oogonium	 tritt	 in	 die	 Pro-
phase	der	Meiose	I	ein	und	wird	zur	primären	Oozyte.	Sie	verbleibt	während	einer	Ruhe-
phase	 in	 diesem	 Entwicklungsstadium,	 welche	 erst	 zu	 Beginn	 der	 präovulatorischen	
Follikelreifung	 beendet	 wird	 (Schnorr	 and	 Kressin	 2011).	 Primäre	 Oozyten	 werden	 von	
Epithelzellen	umschlossen	und	bilden	sogenannte	Primordialfollikel.	Die	weitere	Follikel-




















duktiven	 Organe	 von	 Bedeutung	 (Kucinskas	 and	 Just	 2005).	 Die	 Zielsetzung	 einer	 der	
später	in	dieser	Habilitationsschrift	genauer	vorgestellten	Studien	(Braun	and	Jewgenow	
2017)	war	es,	nicht	nur	die	Synthese,	sondern	auch	die	Rezeptoren	von	Sexualsteroiden	in	





Progesteronproduktion,	 welche	 zum	 Erhalt	 von	 Trächtigkeiten	 beiträgt	 (Stocco	 et	 al.	
2007).	 Je	nach	Spezies	wird	die	 luteale	Progesteronproduktion	die	gesamte	Trächtigkeit	
über	 benötigt	 (z.B.	 bei	 Kaninchen	 und	 Schwein)	 oder	 aber	 die	 Progesteronproduktion	
wird	in	dem	Maße	von	der	Plazenta	übernommen,	dass	schon	während	der	Trächtigkeit	
Entnahmen	von	Ovarien	nicht	zum	Abort	führen,	wie	beim	Schaf	oder	Mensch	(McGeady	
et	 al.	 2006).	 Es	 gibt	 bei	 verschiedenen	 Spezies	 auch	 besondere	Gelbkörper.	 So	werden	




tersuchungen	 und	 Hormonanalysen	 durch	 Kollegen	 vom	 Leibniz-Institut	 für	 Zoo-	 und	
Wildtierforschung	 (IZW)	 festgestellt,	dass	Gelbkörper	von	Luchsen,	 im	Gegensatz	 zu	de-
nen	der	Hauskatze	und	der	meisten	anderen	Säugetiere,	persistieren.	Das	bedeutet,	dass	
sie	auch	noch	nach	Trächtigkeit	und	Laktation	weiterhin	aktiv	im	Ovar	vorliegen	und	sich	





gramm	für	den	 Iberischen	Luchs	 (Iberian	 lynx	ex-situ	conservation	breeding	program)	 in	
Spanien/Portugal	im	Bereich	der	Reproduktion	zusammenarbeitet,	war	und	ist	die	Suche	





2015b,	Goritz	 et	 al.	 2009,	 Painer	 et	 al.	 2014b,	Zschockelt	 et	 al.	 2015,	 Zschockelt	 et	 al.	
2016).	 Parallel	 zu	 der	 Charakterisierung	 der	 persistierenden	 Gelbkörper	 von	 Luchsen,	
wurden/werden	auch	die	Gelbkörper	von	Katzen	intensiver	am	IZW	untersucht	(Amelkina	











chorialen	 Typ).	 Als	 zweite	 maternale	 Bindegewebsschicht	 entsteht	 eine	 Drüsendeck-
schicht.	 Oberhalb	 dieser	 Schicht	 erweitern	 sich	 die	 Drüsen	 zu	 Drüsenkammern.	 Daran	
angrenzend	befindet	sich	das	plazentare	Lamellensystem,	gebildet	aus	chorialen	und	en-
dometrialen	 Lamellen.	 Nach	 der	 Geburt	 wird	 alles	 Gewebe	 oberhalb	 der	 Drüsendeck-
schicht	 als	 Dezidua	 abgestoßen	 (Schnorr	 and	 Kressin	 2011).	 Die	 Zielstellung	 unserer	
Studie	an	der	Katzenplazenta	(Braun	et	al.	2012b)	war	es,	herauszufinden,	ob	die	Katzen-
plazenta	 Steroide	 produzieren	 kann	 und	 somit	 zum	 Erhalt	 der	 Trächtigkeit	 nach	 Ova-
riektomien	beitragen	könnte.	
Hoden	 dienen	 zur	 Spermienproduktion	 und	 sind	 darüber	 hinaus	 eine	 bedeutende	 Ste-
roidquelle.	 Die	 Keimzellen	 in	 fetalen	 Testes	 sind	 bei	 den	meisten	 Säugetieren	 bis	 zum	
Stadium	 der	 (Prä-)Spermatogonien	 entwickelt.	 Die	weitere	 Spermatogenese	 über	 Sper-
matozyten	 und	 Spermatiden	 bis	 hin	 zu	 reifen	 Spermien	 erfolgt	 erst	 ab	 der	 Pubertät.	
Spermien,	welche	 den	Hoden	 verlassen	 haben,	werden	 sowohl	während	 der	Nebenho-
denpassage,	als	auch	durch	den	Kontakt	mit	Seminalplasma	und	ebenfalls	im	weiblichen	
Genitaltrakt	 weiter	 modifiziert.	 Diese	 Prozesse	 dienen	 der	 Verbesserung	 der	 Befruch-
tungskompetenz	 (Caballero	 et	 al.	 2010).	 Die	 Untersuchung	 der	 Steroidsynthese	 und		





legter	 Studien	 zur	 postnatalen	 Entwicklung	 von	 Gonaden	 statt,	 wie	 beispielsweise	 der	
Ziege	 (Faucette	et	al.	2014),	oder	bezogen	sich	auf	ausgewählte	Faktoren,	wie	dem	An-
drogenrezeptor	beim	Menschen	 (Boukari	 et	 al.	 2009).	Dabei	 bieten	 solcherart	Untersu-
chungen	 unter	 anderem	 die	 Möglichkeit	 herauszufinden,	 welche	 Sexualsteroide	 bei	
welchen	Schritten	der	Spermatogenese	einen	Einfluss	haben	könnten.	Dass	Steroide	mit	
der	Spermatogenese	in	Zusammenhang	stehen	könnten,	zeigen	auch	frühere	Studien	an	
der	 Katze.	 Es	wurde	 beispielsweise	 festgestellt,	 das	 bei	 Katzen,	 die	 eine	 Teratospermie	




roidsynthese	 und	 -rezeption	 sowie	 teilweise	 auch	 die	 Enzyme	 für	 den	
Steroidmetabolismus	 in	 verschiedenen	 Entwicklungsstadien	 von	 Hoden	 der	 Hauskatze	
genauer	 zu	 untersuchen	 sowie	 die	 intratestikulären	Hormongehalte	 zu	 bestimmen.	 An-







Wirkungsfeld	 auch	 in	 der	 Anzahl	 ihrer	 Kohlenstoffatome	 (C)	 unterscheiden:	 Gestagene	
(C21),	 Androgene	 (C19)	 und	 Östrogene	 (C18).	 Steroide	 entstehen	 aus	 Cholesterol	 und	
haben	ein	Grundgerüst,	welches	aus	drei	sechsgliedrigen	Ringen	(A,	B	und	C)	und	einem	
fünfgliedrigem	 Ring	 (D)	 besteht	 (Berg	 et	 al.	 2013).	 Ihre	 Bildung	 in	 den	 Gonaden	 wird	
durch	 sogenannte	Gonadotropine,	das	heißt	durch	Follikelstimulierendes	Hormon	 (FSH)	
und	Luteinisierendes	Hormon	(LH),	reguliert,	welche	durch	das	im	Hypothalamus	gebilde-
te	 Gonadotropin-Releasing-Hormon	 (GnRH)	 zur	 Freisetzung	 in	 der	 Hypophyse	 angeregt	
werden.	 Die	 Sexualsteroide	 selbst	 können	 Einfluss	 durch	 positive	 oder	 negative	 Rück-




















webe	 und/oder	 Spezies	 können	 bestimmte	 Synthesewege	 bevorzugt	 und	 verschiedene	
Untertypen	von	Enzymen	für	enzymatische	Reaktionen	verantwortlich	sein.	Nur	für	weni-
ge	 Spezies	 liegen	 umfangreiche	 Untersuchungen	 vor.	 Abbildung	 1	 gibt	 einen	 Überblick	
über	 die	 an	 der	 Steroidsynthese	 und	 auch	 am	 Steroidmetabolismus	 beteiligen	 Enzyme.	
Auf	Untertypenbezeichnungen	wurde	hier	verzichtet,	um	einen	möglichst	allgemeingülti-
gen	 Überblick	 zu	 geben.	 Im	 ersten	 Schritt	 der	 de	 novo-Steroidbiosynthese	 muss	 Cho-
lesterol	 von	 der	 äußeren	 zur	 inneren	 Mitochondrienmembran	 transportiert	 werden.	
Hierfür	 verantwortlich	 ist	 das	 Transportprotein	 Steroidogenic	 acute	 regulatory	 protein	
(StAR).	Cholesterol	wird	dann	durch	die	Cholesterin-Monooxygenase	(CYP11A1)	 in	Preg-




von	Pregnenolon	und	Progesteron	 sowie,	 durch	 seine	17,20-Lyaseaktivität,	 nachfolgend	
auch	die	weitere	Umwandlung	der	entsprechenden	Produkte	zu	Dehydroepiandrosteron	
(DHEA)	 bzw.	 Androstendion.	 Verschiedene	 Typen	 von	 17β-Hydroxysteroid-




Androstendiol,	 von	 Androstendion	 zu	 Testosteron	 und	 von	Östron	 zu	Östradiol	 verant-
wortlich	bzw.	katalysieren	die	Umkehrreaktionen.	Sie	haben	also	verschiedene	Substrat-
präferenzen,	 können	 Oxidations-	 oder	 Reduktionsreaktionen	 bevorzugen	 und	 der	 Ort	







lesterin-Monooxygenase;	 CYP17A1:	 Steroid-17α-Hydroxylase;	 CYP19A1:	 Aromatase;	
HSD17B:	17β-Hydroxysteroiddehydrogenase;	DHEA:	Dehydroepiandrosteron;	DHT:	Dihy-
drotestosteron;	 HSD3B:	 3β-Hydroxysteroid	 Dehydrogenase/Isomerase;	 SRD5A:	 Steroid-










große	 Rolle.	 Beispielweise	 kann	 Dihydrotestosteron	 (DHT)	 durch	 sie	 reduziert	 werden	
(Penning	et	al.	2003).	
Sulfatierung	 und	 Glucuronidierung	 führen	 zur	 besseren	 Löslichkeit	 von	 Steroiden	 und	
dadurch	 zu	deren	verbessertem	Abtransport	über	Körperflüssigkeiten	 zu	anderen	Wirk-
ungsorten	oder	zu	Orten,	an	denen	ihr	weiterer	Abbau	erfolgt	und	in	deren	Folge	sie	aus-
geschieden	 werden	 (Alnouti	 and	 Klaassen	 2006,	 Rane	 and	 Ekstrom	 2012).	 Östrogene	
werden	durch	die	Östrogensulfotransferase	(SULT1E1)	und	DHEA	oft	durch	die	Hydroxy-










genrezeptor	 2	 bzw.	 beta	 (ESR2)	 (Bondesson	 et	 al.	 2015).	 Der	 Komplex	 aus	 Steroid	 und	
Rezeptor	 bindet	 im	 Kern	 an	 hormonempfindliche	 Bereiche	 der	 DNA,	 sogenannte	 hor-
mone	response	elements	(HRE),	wodurch	die	Expression	von	Genen	aktiviert	oder	repri-













In	 fetalen	 Gonaden	 der	 Katze	 untersuchten	 wir	 die	 mRNA-Expression	 von	 sowohl	 ste-
roidogenen	 Enzymen	 als	 auch	 von	 Sexualsteroidrezeptoren.	 Einen	 Überblick	 dazu	 gibt	
Tabelle	 1.	 HSD3B1	 und	 PGRMC1	wurden	 auch	 immunhistochemisch	 untersucht	 (Braun	













le.	 Die	 für	 die	 Progesteron-	 und	 Androgenproduktion	 erforderlichen	 Enzyme,	 d.h.	
CYP11A1,	 HSD3B1,	 CYP17A1	 und	 HSD17B3,	 sowie	 StAR	 wurden	 im	 gesamten	 Untersu-
chungszeitraum	 exprimiert	 (Braun	 and	 Jewgenow	 2017),	 d.h.	 die	 Kapazität	 zur	 Genese	
dieser	Steroide	ist	in	fetalen	Katzentestes	spätestens	ab	Tag	34	vorhanden.	Die	geringen	
N-Zahlen	 der	 Proben	 lassen	 keine	 statistischen	 Aussagen	 zu.	 Allerdings	 vermuten	 wir,	
dass	die	Testosteronproduktion,	durch	die	abnehmende	Expression	von	HSD17B3	zum	2.	





schon	 exprimiert	 wird,	 bevor	 die	morphologische	 sexuelle	 Differenzierung	 beginnt.	 Die	
Expression	von	StAR,	CYP11A1	und	CYP17A1	wird	allerdings	erst	ab	dieser	nachgewiesen.	














Katzenhoden	 die	 mRNA-Expression	 vom	 Androgenrezeptor	 (AR)	 nachweisen.	 Auto-
/parakrine	 Funktionen	 von	 testikulär	 gebildeten	 Androgenen	 wären	 dementsprechend	
möglich	 (Braun	 and	 Jewgenow	 2017).	 Für	 andere	 Spezies	 ist	 die	 Expression	 von	 AR	 in	
fetalen	Testes	ebenfalls	beschrieben	worden	(siehe	Übersichtsartikel:	Rey	et	al.	2009).		
Das	für	den	letzten	Schritt	der	Progesteronsynthese	verantwortliche	Enzym	HSD3B	wurde	





Anteil	an	Progesteron	nicht	weiter	 z.B.	 in	Androgene	umgewandelt	wird,	 sondern	auto-
/parakrine	 Funktionen	 ausübt.	 Dafür	 spricht	 die	 Präsenz	 von	 Progesteronrezeptoren	 in	
fetalen	Hoden	(Braun	and	Jewgenow	2017).	Natürlich	ist	nicht	auszuschließen,	dass	auch	
maternales	Progesteron	einen	Einfluss	auf	den	Fetus	ausübt.	In	fetalen	Katzentestes	wird	
PGR	 kaum	 auf	 mRNA-Ebene	 exprimiert,	 PGRMC1	 und	 PGRMC2	 hingegen	 eindeutig.	
PGRMC1	wurde	auch	immunhistochemisch	nachgewiesen;	die	intensivsten	Proteinsignale	
waren	 im	 Interstitium	 sichtbar.	Wir	 vermuten,	 dass	diese	 Lokalisation	einen	autokrinen	
Einfluss	 auf	 die	 Regulation	 der	 Steroidproduktion	 durch	 Progesteron	 haben	 könnte	
(Braun	 and	 Jewgenow	 2017).	 Es	 gibt	 laut	 aktueller	 Literaturrecherche	 bisher	 nur	 eine	
einzige	Studie,	bei	der	die	PGRMC1-Expression	im	Zusammenhang	mit	der	Steroidproduk-























StAR	 +	 +	 +	 +	 ng	 ng	 ng	
CYP11A1	 +	 +	 +	 +	 ja	 nein	 ja	
HSD3B1	 +	 +	 +	 +	 ja	 ja	 nein	
CYP17A1	 +	 +	 +	 +	 ja	 nein	 ja	
CYP19A1*	 -	 (+)	 +	 +	 nein	 nein	 ja	
HSD17B1	 +	 +	 +	 +	 ng	 ng	 ng	
HSD17B2	 -	 -	 -	 -	 ng	 ng	 ng	
HSD17B3*	 +	 +	 +	 +	 ng	 ng	 ng	
SRD5A1*	 ng	 +	 +	 +	 ng	 ng	 ng	
AKR1C3*	 ng	 +	 +	 +	 ng	 ng	 ng	
SULT1E1*	 ng	 +	 +	 +	 ja	 nein	 ja	
STS	 ng	 +	 +	 +	 ng	 ng	 ng	
PGR*	 (+)	 +	 +	 +	 nein	 nein	 ja	
PGRMC1*	 +	 +	 +	 +	 ja	 ja	 nein	
PGRMC2*	 +	 +	 +	 +	 ja	 nein	 nein	
AR	 +	 +	 +	 +	 ja	 ja	 ja	
ESR1*	 +	 +	 +	 +	 nein	 nein	 ja	
ESR2*	 (+)	 (+)	 (+)	 (+)	 ng	 ng	 ng	









maternalen	Östrogene	eine	 regulatorische	Funktion	 im	Fetus	 ausüben,	denn	 im	Gegen-



























keine	 unterschiedliche	 Expression	 während	 der	 unterschiedlichen	 Entwicklungsstadien	
festgestellt	werden.	Die	mRNA-Expression	von	HSD17B3,	einem	Enzym,	welches	für	einen	
















(Braun	 et	 al.	 2018).	 Bezüglich	 der	 Postpubertät	wurde	 in	 unserer	 Studie	 deutlich,	 dass	
selbst	die	als	adult	definierten	Testes	noch	eine	Entwicklungsphase	vollführen,	bei	der	mit	











Hoden	und	damit	 auch	 im	Körper	 zu	 justieren.	Unseres	Wissens	nach	 ist	 unsere	 Studie	
(Braun	 et	 al.	 2018)	 die	 erste,	 welche	 Zusammenhänge	 sowohl	 zwischen	 Testisgewicht	
und	Ploidieverhältnis	der	Zellen	als	auch	dieser	beiden	Parameter	zur	Expression	einiger	





teilweise	 auch	 ihre	 Lokalisation	 zu	 bestimmen	 (Braun	 et	 al.	 2018).	 Bereits	 bei	 unserer	
Untersuchung	 der	 fetalen	 Katzentestes	 wurde	 deutlich,	 dass	 PGRMC1	 nicht	 nur	 im	 In-
terstitium	lokalisiert	ist,	sondern	auch	in	den	Tubuli	(Braun	and	Jewgenow	2017).	In	unse-
rer	 Studie	 zur	 postnatalen	 Hodenentwicklung	 stellten	 wir	 fest,	 dass	 die	 Intensität	 der	
zytoplasmatischen	 Anfärbung	 der	 Sertolizellen	 mit	 zunehmender	 Testisentwicklung	 ab-





die	 Spermatogonienvervielfältigung	 und/oder	 den	 Beginn	 der	 Meiose.	 PGRMC1	 und	
PGRMC2	waren	bisher	 noch	nicht	Untersuchungsgegenstand	 in	 Testes	 anderer	 Spezies,	






Vergleich	 unserer	 Ergebnisse	 mit	 anderen	 Studien	 fiel	 auf,	 dass	 die	 PGR-Lokalisation	
durchaus	speziesabhängig	ist	(Braun	et	al.	2018).	Zu	beachten	ist,	dass	bei	unserer	Unter-






der	 meisten	 potentiellen	 PGR-Isoformen	 mit	 den	 von	 uns	 gewählten	 Methoden	 nicht	
möglich	war.	Hingegen	gibt	es	eine	Studie	zum	humanen	Hoden,	in	der	die	Anfärbung	von	




schere	 Untersuchungen	 bezüglich	 der	 Isoformen	 bei	 der	 Katze	 aber	 auch	 bei	 anderen	
Spezies	könnten	auch	hier	eine	unterschiedliche	Verteilung	von	Isoformen	aufdecken	und	
möglicherweise	würden	 sich	dann	auch	manche	der	 vorher	 festgestellten	Speziesunter-
schiede	relativieren.		
Auch	für	andere	Steroidrezeptoren	sind	Isoformen	bekannt.	So	ist	für	ESR1	sogar	die	Ex-












Tubuli	 nachgewiesen	werden	 (Braun	et	al.	 2018).	 Katzenspermien	 scheinen	daher	auch	







kuläre	 Entwicklung	 deutet	 auf	 eine	 Beteiligung	 an	 Entwicklungs-/Wachstumsprozessen	








werden	 (Braun	 et	 al.	 2018).	 Die	 Expression	 in	 Sertolizellen	 schon	 ab	 der	 Prepubertät	
spricht	 für	 eine	 entscheidende	 Mitwirkung	 an	 der	 Sertolizellreifung	 und/oder	 Unter-
stützung	der	Spermatogenese.	Auch	beim	Pferd	konnte	AR	schon	in	prepubertalen	Serto-
lizellen	nachgewiesen	werden	 (Pearl	 et	 al.	 2011).	 Beim	Menschen	war	der	Nachweis	 in	















kannt	 ist,	 ist	 die	 Prostata	 (Ferraldeschi	 et	 al.	 2013).	 Auch	wenn	 Katzenartige	 nicht	 alle	
akzessorischen	Geschlechtsdrüsen	 besitzen,	 gehört	 die	 Prostata	 zu	 einer	 der	 vorhande-
nen	Drüsen.	Für	manche	Spezies	ist	beschrieben	worden,	dass	auch	in	der	Epididymis	Ste-




Fertilisation	 von	 Eizellen.	 Die	 Untersuchungen	 der	 Epididymis	 von	 Katzenartigen	 aber	
auch	 von	 akzessorischen	Geschlechtsdrüsen,	 deren	 Sekrete	 einen	wichtigen	Beitrag	 zur	






















len	Ovarien	 konnte	 hingegen	HSD17B3	 nachgewiesen	werden	 (Fowler	 et	 al.	 2011).	 Die	
Expression	von	HSD17B1	in	den	fetalen	Gonaden	der	Katze	erfolgte	bei	beiden	Geschlech-
tern	 in	gleicher	Größenordnung.	HSD17B2	wie	auch	die	Aromatase	wurden	nahezu	aus-
schließlich	 in	 den	weiblichen	 fetalen	Gonaden	exprimiert	 (Braun	and	 Jewgenow	2017).	
Wir	gehen	davon	aus,	dass	hier	sowohl	Progesteron	als	auch	Androgene	als	Vorstufen	von	
Östrogenen	 gebildet	werden.	Ob	 sie	 aber	 komplett	 in	Östrogene	umgewandelt	werden	
oder	nicht	bleibt	offen.	Die	Aromatase-Expression	nahm	insbesondere	von	Tag	34	zu	Tag	
39	 deutlich	 ab;	 aufgrund	 unserer	 geringen	 Probenanzahl	 ist	 dies	 aber	 nicht	 statistisch	
belegbar	 (Braun	and	Jewgenow	2017).	Trotzdem	könnte	 infolge	einer	verringerten	Aro-






die	 Auflösung	 der	Oozytennester	 (Chen	 et	 al.	 2007).	Möglicherweise	wirken	Östrogene	







Tabelle	 2.	 mRNA-Expression	 von	 steroidogenen	 Enzymen	 und	 Steroidrezeptoren	 sowie	
von	 StAR	 in	 verschiedenen	 weiblichen	 Reproduktionsorganen/-geweben	 der	 Hauskatze	
sowie	 in	 Gelbkörpern	 vom	 Iberischen	 Luchs.	 Die	 Übersicht	 beruht	 auf	 den	 publizierten	












StAR	 +	 +*	 +	 +#	 ng	
CYP11A1	 +	 +	 +	 +#	 +	
HSD3B1	 +	 +*	 +	 +#	 +	
CYP17A1	 +	 +	 +	 +	 +	
CYP19A1	 +	 +*	 +	 +#	 +	
HSD17B1	 +	 +	 +	 +	 +	
HSD17B2	 +	 (+)	 (+)	 (+)	 ng	
HSD17B3	 -	 ng	 ng	 ng	 ng	
HSD17B7	 ng	 +*	 +	 +#	 ng	
SRD5A1	 ng	 +*	 +	 +#	 ng	
SULT1E1	 ng	 +*	 +	 ng	 ng	
STS	 ng	 +	 +	 ng	 ng	
PGR	 +	 +*	 +	 +	 ng	
PGRMC1	 +	 +*	 +	 +#	 ng	
PGRMC2	 +	 +	 +	 +#	 ng	
AR	 +	 +*	 +	 +#	 ng	
ESR1	 +	 +*	 +	 +#	 ng	
ESR2	 +	 +	 +	 +#	 ng	












Alle	 der	 getesteten	 Rezeptoren	wurden	 auf	mRNA-Ebene	 in	 den	 fetalen	 Katzenovarien	
exprimiert	(siehe	Tabelle	2).	Das	bedeutet,	dass	fetale	Ovarien	der	Katze	gegenüber	Pro-
gesteron,	Androgenen	und	Östrogenen	rezeptiv	zu	sein	scheinen.	Interessanterweise	war	
die	 Expression	 des	 AR	 gegenüber	 der	 in	 fetalen	 Testes	 sogar	 erhöht	 (Braun	 and	
Jewgenow	2017).	Bei	Studien	an	fetalen	Ovarien	vom	Schaf	wurden	ESR1,	ESR2	und	AR,	
aber	 nicht	 PGR,	 im	 Untersuchungszeitraum	 nachgewiesen	 (Juengel	 et	 al.	 2006).	 Beim	
Menschen	waren	alle	vier	Rezeptoren	nachweisbar	 (Fowler	et	al.	2011).	ESR2	scheint	 in	
fetalen	 Gonaden	 der	 Katze	 eine	 Tendenz	 zu	 erhöhter	 Expression	 im	Ovar	 im	 Vergleich	
zum	Hoden	zu	haben	(Braun	and	Jewgenow	2017).	Interessanterweise	zeigten	in	unserer	
Studie	ESR2,	PGR,	PGRMC1	und	PGRMC2	ein	ähnliches	Expressionsprofil	über	den	Unter-
suchungszeitraum	 in	 den	 untersuchten	 fetalen	 Katzenovarien	wie	 CYP19A1.	Möglicher-






von	 Studien	 an	 anderen	 Spezies.	 Einen	 guten	Überblick	über	den	Einfluss	 von	PGRMC1	
auf	 das	 ovarielle	 Follikelwachstum,	 vor	 allem	 durch	 den	 Einfluss	 auf	 die	 Granulosazell-










der	 persistierenden	 Gelbkörper	 bei	 Luchsen,	 der	 Analyse	 des	 intralutealen	 Hormonge-
halts	 sowie	 der	 Steroidbiosynthese	 und	 -rezeption	 in	Gelbkörpern	 von	 Luchsen	 und	 im	





In	Gelbkörpern	 von	 Luchs	und	Katze	haben	wir	 sowohl	die	mRNA-Expression	 von	 StAR,	
steroidogenen	und	metabolisierenden	Enzymen	sowie	von	Steroidrezeptoren	untersucht	
(Amelkina	 et	 al.	 2016,	 Zschockelt	 et	 al.	 2015,	 Zschockelt	 et	 al.	 2014).	 Einen	Überblick	




Zschockelt	 et	 al.	 2014).	 Für	 unsere	 Studien	 wurden	 Proben	 aus	 der	 Trächtigkeit	 und	
Pseudoträchtigkeit	 der	 Hauskatze	 (Amelkina	 et	 al.	 2015a)	 und	 Luchs-CL-Proben	
(Amelkina	 et	 al.	 2015b)	 nach	 histomorphologischen	 Gesichtspunkten	 folgenden	 ver-
schiedenen	 Lebensphasen	 zugeordnet:	 Bildung,	 Entwicklung/Aufrechterhaltung,	 frühe	
Rückbildung,	späte	Rückbildung	und	Corpus	albicans.	Ein	großer	Nachteil	der	Hauskatzen-
proben	war,	dass	wir	 zu	den	Pseudoträchtigkeitsproben	 (PTR)	 keine	Altersangaben	hat-
ten.	 Daher	 konnten	 wir	 auch	 keine	 Aussage	 treffen,	 nach	 wie	 vielen	 Tagen	 nach	 dem	
Eisprung	welches	Gelbkörperstadium	vorlag.	Aufgrund	der	Bestimmung	des	ungefähren	
Alters	der	Föten,	war	eine	Alterszuordnung	bei	den	Proben	der	Trächtigkeit	(TR)	hingegen	
möglich	 (Amelkina	 et	 al.	 2015a).	 Bis	 auf	 HSD17B2	wurden	 alle	 der	 getesteten	 Enzyme	
(sowie	auch	StAR)	auf	mRNA-Ebene	in	Gelbkörpern	der	Hauskatze	und	des	Luchses	nach-
gewiesen	(siehe	Tabelle	2	und	Zschockelt	et	al.	2015,	Zschockelt	et	al.	2014).	Die	auffäl-
ligsten	 Expressions-Profile	 bezüglich	 der	 Steroidsynthese	 in	 Gelbkörpern	 der	 Hauskatze	
gab	 es	 für	 StAR	 (höchste	 Expression	 im	 Entwicklungs-/Aufrechterhaltungsstadium),	
HSD3B	 und	 CYP19A1	 (in	 der	 Anbildungsphase	 am	 höchsten,	 im	 Entwicklungs-
/Aufrechterhaltungsstadium	ähnlich	oder	etwas	weniger	hoch,	in	den	Regressionsstadien	
deutlich	 geringer)	 und	 für	 die	metabolisierenden	 Enzyme	 SRD5A1	 und	 SULT1E1	 (beide	
Anstieg	 der	 Expression	 über	 die	 Lebensspanne)	 (Zschockelt	 et	 al.	 2014).	 Interessanter-
weise	spiegelte	sich	das	Expressionsprofil	auf	mRNA-Ebene	nicht	im	intralutealen	Proges-
terongehalt	wieder,	denn	dieser	war	 im	Entwicklungs-/Aufrechterhaltungsstadium	leicht	
höher	 als	 in	 der	 Anbildungsphase	 (Amelkina	 et	 al.	 2015a,	 Zschockelt	 et	 al.	 2014).	 Für	
HSD3B1	wurde	aber	auch	die	Proteinexpression	untersucht	 (Zschockelt	et	al.	2014),	die	
eher	dem	Hormonprofil	 entspricht	 (Amelkina	et	al.	 2015a,	 Zschockelt	et	al.	 2014).	Der	













also	 um	 persistierende	 Gelbkörper.	 Basierend	 auf	 einer	 histomorphologischen	 Beurtei-




Gelbkörper	 wurden	 dem	 histomorphologisch	 definierten	 Stadium	 der	 Entwick-
lung/Aufrechterhaltung	 zugeordnet,	 die	 frischen	 hingegen	 der	 Anbildungsphase	
(Amelkina	et	al.	2015b).	Es	fragt	sich,	ob	die	unterschiedlichen	Stadien	der	persistieren-
den	 Gelbkörper	 einen	 Unterschied	 zwischen	 den	 Schwesternspezies	 darstellt	 oder	 ob	








mRNA-	 als	 auch	 auf	 Proteinebene)	 (Zschockelt	 et	 al.	 2015).	 Letzteres	 hatte	 aber	merk-
würdigerweise	kaum	einen	Effekt	auf	den	 intralutealen	Progesterongehalt,	welcher	 sich	















eine	Verschiebung	der	 Lutealfunktion	mit	 fortschreitendem	Alter	 (Sanders	 and	 Stouffer	




tigkeit	 der	 Hauskatze	 nahm	 die	 Expression	 von	 AR	 zur	 Regression	 hin	 deutlich	 zu.	 Die	
ESR1-Expression	stieg	über	die	ganze	Lebensspanne	an.	Die	Proben	der	Trächtigkeit	wie-
sen	eine	ähnliche	Tendenz	auf.	Die	 interessantesten	Profile	bei	den	Trächtigkeitsproben	
der	 Hauskatze	 zeigten	 PGR	 und	 PGRMC1;	 beide	 wurden	 in	 der	 Preimplantationsphase		






Luchs-Gelbkörperproben	 höher	 als	 in	 persistierenden	 CLs	 exprimiert	 wurde,	 war	 ESR2.	
Einen	so	klaren	Unterschied	zwischen	den	Lebensphasen	gab	es	für	ESR2	in	den	Katzen-
proben	nicht.	Insgesamt	wurde	offensichtlich,	dass	feline	Gelbkörper	gegenüber	Sexstero-





beschrieben	worden,	 so	 für	 Primaten	 (Tripathy	et	 al.	 2016)	 aber	 auch	 für	Ratte,	 Kanin-








denen	 persistierenden	 Gelbkörper	 ein	 und	 bewirken	 deren	 weiter	 vorne	 beschriebene	
potentielle	Wandlung	von	dem	Stadium	der	frühen	Regression	zum	Stadium	der	Entwick-
lung/Aufrechterhaltung.	 Ob	 Sexualsteroide	 tatsächlich	 auch	 mit	 zur	 unterschiedlichen	
Regulation	von	Gelbkörpern	der	Trächtigkeit	versus	Pseudoträchtigkeit	beitragen,	bleibt	
derzeit	noch	offen.	Da	die	Synthese	von	potentiell	luteolytischem	PGF2-alpha	bei	der	Kat-
ze	 im	Gelbkörper	 nur	 sehr	 eingeschränkt,	wenn	 überhaupt	möglich	 ist,	wird	 angenom-
men,	 dass	 es	 –	 ähnlich	wie	beim	Hund	–	 keinen	Einfluss	 auf	 die	 luteale	Regression	hat	
(Zschockelt	et	al.	2016).	Bei	trächtigen	Hauskatzen	könnte	endometrial	gebildetes	PGF2-









alpha-Analogon	zu	erreichen,	 führten	 zwar	 zu	einer	vorübergehenden	 funktionellen	Re-
gression	 der	 persistierenden	 Gelbkörper,	 ein	 neuer	 Östrus	 wurde	 aber	 nicht	 bewirkt	
(Painer	et	al.	2014a).	Weitere	Forschung	ist	also	notwendig,	um	das	Rätsel	der	persistie-
renden	Gelkörper	beim	Luchs	aufzuklären.	
Die	 Steroidbiogenese	und	 -rezeption	 in	 Follikeln	des	Katzenovars	wurde	bisher	 von	uns	
und	 anderen	 noch	 nicht	 genauer	 erforscht.	 Bezüglich	 der	 Steroidbiogenese	 und		
-rezeption	 in	 Follikeln	 des	 Katzenovars	 ist	 daher	 vorerst	 davon	 auszugehen,	 dass	 be-
stimmte	bei	anderen	Säugetieren	nachgewiesene	Mechanismen	auch	in	der	Katze	ähnlich	
ablaufen.	 So	 stellen	Thekazellen	 in	den	meisten	Säugetieren	unter	dem	Einfluss	 von	 LH	
Androgene	bereit,	die	dann	durch	die	Aromatase	in	den	Granulosazellen	unter	dem	Ein-
fluss	von	FSH	und	teilweise	auch	von	LH	zu	Östrogenen	umgewandelt	werden	(Young	and	
McNeilly	 2010,	 Jamnongjit	 and	 Hammes	 2006,	 Andersen	 and	 Ezcurra	 2014).	 Allerdings	
können	sich	die	Synthesewege	zum	Östrogen	zwischen	Spezies	unterscheiden.	So	erfolgt	





(Bjersing	 and	Carstensen	1967).	Die	 ovarielle	Aktivität	 der	 Steroidproduktion	wird	 auch	
bei	 Katzenartigen	 meist	 nur	 indirekt	 über	 die	 Messung	 von	 Hormo-
nen/Hormonmetaboliten	im	Blut,	Kot	oder	Urin	erfasst;	so	beispielsweise	im	Rahmen	von	







tragen	 zum	 Follikelwachstum	 bei	 und	 Östradiol	 ist	 wichtig	 für	 das	 Granulosazellwachs-




Mittels	 der	 mRNA-Expressions-Analyse	 der	 steroidogenen	 Enzyme	 CYP11A1,	 HSD3B1,	





radiol	 von	 trächtigen	 Katzen	 (Verhage	 et	 al.	 1976)	 beitragen	 könnte.	 Der	 Serumpro-














suchten	 Tiere.	 Es	 kam	 aber	 bei	 allen	 untersuchten	 Tieren	 früher	 oder	 später	 zu	 einem	
erneuten	Östradiolpeak	(Verhage	et	al.	1976).		
Wir	haben	Plazentaproben	der	Hauskatze	von	Tag	21	bis	Tag	55	der	Trächtigkeit	in	unse-











wesentlich	 höhere	 Progesteron-	 und	 teilweise	 auch	 Östradiolwerte	 fest	 (Braun	 et	 al.	
2012b).		
Nichtsdestotrotz	 scheinen	 intraplazentar	 gebildete	 Steroide	 zumindest	 eine	 auto-
/parakrine	Rolle	 für	die	 Trächtigkeit	bei	der	Katze	 zu	 spielen.	Nach	Ovariektomien	 sank	
die	Anzahl	der	Aborte	von	100	%	an	Tag	35,	über	80	%	an	Tag	40	auf	30	%	(Tag	45)	bzw.	
60	%	 (Tag	50)	 (Tsutsui	 et	 al.	 2009).	Nach	heutigen	Erkenntnissen	 zur	 intralutealen	Hor-
monproduktion	wissen	wir,	 dass	 einhergehend	mit	 der	 lutealen	 Regression,	 welche	 ab	
ungefähr	 Tag	 38	 der	 Trächtigkeit	 beginnt,	 auch	 die	 luteale	 Progesteronproduktion	 ab-
nimmt	 (Zschockelt	 et	 al.	 2014).	 Es	 verwundert	 daher	 nicht,	 dass	 eine	 vor	 Beginn	 der	






der	 Trächtigkeit	 der	Hauskatze.	Die	 Plazenta	 kann	 scheinbar	 auch	 den	 durch	Ovarekto-
mien	bedingten	Verlust	der	Gelbkörper	in	manchen	Fällen	kompensieren.	Auch	wenn	die	









rend	 der	 Trächtigkeit	 sein	 könnte,	 haben	 ebenfalls	 Siemieniuch	 et	 al.	 gewonnen	
(Siemieniuch	et	al.	2012).	Wie	bereits	in	Kapitel	2.1.	erwähnt,	unterscheidet	sich	die	Ab-
hängigkeit	 von	 lutealer	 und	 plazentarer	 Progesteronproduktion	 zwischen	 den	 Spezies.	
Auch	beim	Schaf	führten	Ovariektomien	mit	zunehmender	Trächtigkeitsdauer	zu	geringe-
ren	Abortraten.	An	Tag	70	der	ca.	145	Tage	dauernden	Trächtigkeit	kam	es	schließlich	zu	
keinem	Abort	mehr.	 Trotzdem	 reduzierte	 sich	 der	 Plasma-Progesteronspiegel	 auch	hier	
durch	die	Ektomie	von	6,05	±	0,52	auf	1,67	±	0,11	ng/ml.	Beim	Eingriff	an	Tag	50,	bei	dem	



















5.1. Metabolismus	 von	 Steroiden	 –	 bei	 Katzenartigen	 ein	 bislang	 noch	
weitgehend	unbekanntes	Terrain	
Abgesehen	 von	 Steroidmetaboliten,	 die	 in	 Zusammenhang	mit	 nichtinvasivem	Hormon-











ten	 gibt	 es	 in	 der	 AKR1C-Familie	 noch	 AKR1C9,	 welches	 als	 3-alpha-Hydroxy-








dieses	 Enzym	 in	 der	 Katze	 auch	 die	 Funktionen	 übernehmen	 könnte,	 die	 durch	 andere	
Familienmitglieder	in	anderen	Spezies	katalysiert	werden	(Braun	et	al.	2018).		
Ähnliches	vermuten	wir	auch	für	die	Steroidsulfatasen.	Für	SULT2A1	ist	bisher	keine	Nu-
kleotidsequenz	 für	 die	 Katze	 vorhergesagt	 (siehe	 PubMed	 Nucleotide	 database;	
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/).	 Erste	Versuche,	 feline	 SULT2A1-Gensequenzen	
mithilfe	von	Primern	zu	amplifizieren,	welche	von	konservierten	Sequenzbereichen	ande-





(siehe	 PubMed	 Nucleotide	 database;	 https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/).	 Dieses	
Enzym	 sulfatiert	 üblicherweise	 Hydroxysteroide	 wie	 DHEA	 (Wang	 et	 al.	 2014).	 Für	
SULT1E1,	obwohl	eigentlich	für	die	Sulfatierung	von	Östrogenen	bekannt,	konnte	für	die	
humane	Version	ebenfalls	die	Bindung	an	DHEA	und	Pregnenolon	nachgewiesen	werden	
(Qian	 and	 Song	1999).	Wir	 haben	daher	 in	 einer	 unserer	 Studien	die	Hypothese	 aufge-













boliten	 auf	 die	 Physiologie	 von	 humanen	 Gelbkörpern	 vorgestellt	 wird	 (Devoto	 et	 al.	
2017).			
	





Progesteronrezeptor-Familie	 (MAPR).	 Diesen	werden	 pleiotrope	 Funktionen	 zugeschrie-
ben	(Ryu	et	al.	2017).	Neben	der	vorgeschlagenen	Beteiligung	an	Progesteron-induzierten	
Signalwegen,	spielt	PGRMC1	u.a.	bei	der	Steroidbiogenese	und	bei	Krebs	eine	Rolle	(Rohe	


































katzen	 sind	 einfache	 Kontrazeptionsansätze	 gefragt.	 Der	 Ansatz,	 bei	 Männchen	 die	









razeptionsmethoden	 in	 Zoos	 und	 spricht	 Empfehlungen	 aus.	 Für	 Katzenartige	 werden	
GnRH	 Agonisten	 sowohl	 für	 Männchen	 und	 Weibchen	 bzw.	 Ovariohysterekto-
mie/Ovarieektomie	 für	 Weibchen	 empfohlen	 (https://www.stlzoo.org/animals/science	
research/reproductivemanagementcenter/contraceptionrecommendatio/contraception	










Da	 beide	 Rezeptoren	 in	 den	 Hoden	 der	 Katze	 vornehmlich	 in	 Keimzellen	 nachweisbar	
sind,	wäre	durch	ihre	Hemmung	ein	direkter	Effekt	auf	die	Spermatogenese	zu	erwarten.	
Für	beide	müssten	allerdings	Liganden	gefunden	werden,	die	möglichst	dauerhaft	an	die	
Rezeptoren	 binden	 oder	 zumindest	mit	 einer	 viel	 höheren	 Affinität	 als	 die	 natürlichen	
Liganden.	In	beiden	Fällen	sollte	die	Bindung	nicht	zu	einer	positiven	Signalweiterleitung	
führen.	Potentielle	Liganden	sollten	idealerweise	auch	nur	eine	geringe	Affinität	zu	ande-
ren	 Rezeptoren	 mit	 ähnlichem	 Ligandenspektrum	 aufweisen,	 um	 negative	 Effekte	 auf	
diese	zu	limitieren.	Bezüglich	der	Suche	nach	neuen	Liganden	könnte	man	die	vielfältigen	
Untersuchungen	 zu	 Effekten	 von	 endogenen	 Disruptoren	 eingehender	 studieren.	 Nicht	
wenige	dieser	endogenen	Disruptoren	wirken	über	die	Bindung	an	Rezeptoren,	einige	mit	
antagonistischer	Wirkung,	wie	es	z.B.	beim	Androgenrezpetor	für	Linuron	und	Vinclozolin	
beschrieben	wurde	 (Übersichtsartikel:	 Svechnikov	 et	 al.	 2010).	 Eine	 zweite	Möglichkeit	
wäre	es,	eine	Vakzinierung	gegen	Rezeptoren	durchzuführen.	Eine	Vakzinierung	hätte	den	
Vorteil,	dass	Substanzen	nicht	regelmäßig	verabreicht	werden	müssen.	Sowohl	die	Gabe	





Fall	 speziesspezifische	 Studien	 nötig,	 denn	 gewünschte	 Effekte	 sowie	 Nebenwirkungen	
können	aufgrund	speziesspezifischer	Lokalisation	und	Funktion	von	Rezeptoren	sehr	un-
terschiedlich	 sein.	 Für	 die	 PGR-Knockout-Maus	 wurde	 beispielsweise	 eine	 im	 Vergleich	







wozu	 auch	 die	 Hemmung/Zerstörung	 von	 Hormonrezeptoren	 zählen	 würde,	 potentiell	
mehr	Nebenwirkungen	zu	erwarten,	als	für	Kontrazeptiva,	die	beispielweise	spezifisch	zur	
Blockade/Eliminierung	von	Gameten	an	sich	beitragen	oder	einzelne	für	die	Befruchtung	
relevante	 Moleküle	 negativ	 beeinflussen.	 Zu	 letzteren	 zählen	 beispielweise	 das	 inzwi-
schen	weitverbreitete	Vakzin	gegen	Zona	pellucida	(ZP)	Protein	der	Eizellhülle.	Allerdings	
führt	 eine	 Studie	 zu	Effekten	 von	porcinem	ZP-Immunokontrazeptiva	 an	Weibchen	 ver-
schiedener	Katzenarten	 in	Zoos	einige	unerwünschte	Effekte	auf.	Die	Effektivität	wurde	
nicht	speziell	untersucht,	es	kam	aber	bei	zwei	von	drei	mit	Männchen	gehaltenen	Weib-
















se	und	AR.	 Sowohl	die	Produktion	 von	Östrogenen	als	 auch	die	Rezeptivität	 gegenüber	
Androgen	spielt	 in	dieser	Spezies	also	eine	entscheidende	Rolle	für	die	Spermatogenese	










Viele,	vor	allem	größere	Katzenarten,	 reproduzieren	sich	nur	einmal	 im	 Jahr,	dazu	zählt	
auch	 der	 Eurasische	 Luchs.	 Saisonale	 Veränderungen	 sind	 dort	 nicht	 nur	 auf	Weibchen	
beschränkt.	Bei	den	Männchen	sind	beispielsweise	sowohl	der	 fäkale	Testosterongehalt	










Ein	 Übersichtsartikel	 zur	 vergleichenden	 Endokrinologie	 von	 Katzenartigen	 stellte	 fest,	
dass	 es	 leichte	 bis	 deutliche	 Unterschiede	 bei	 den	 Reproduktionsmechanismen	 gibt	
(Brown	2006).	Ferner	wurde	festgehalten,	dass	das	bessere	Verständnis	der	Reprodukti-
onsphysiologie	 Züchtungs-,	 Management-	 und	 Erhaltungszuchtmaßnahmen	 verbessern	
kann	(Brown	2006).	Studien	an	der	Hauskatze,	zu	der	der	Probenzugang	oft	besser	ist	als	






liche	 Trächtigkeitsdiagnose	 zu	 haben.	 Progesteronmetabolitmessungen	 sind	 beim	 Luchs	
aufgrund	der	persistierenden	Gelbkörper	ungeeignet,	denn	Werte	außerhalb	der	Träch-
tigkeit	sind	nicht	zweifelsfrei	von	Werten	der	Trächtigkeit	unterscheidbar	(Dehnhard	et	al.	





se	 erfolgreich	 (Harris	 et	 al.	 2008).	 Wir	 denken,	 dass	 der	 Urin	 bei	 ihren	 Versuchen	
möglicherweise	 nicht	 stark	 genug	 aufkonzentriert	 wurde.	 Im	 Test	 wird	 ein	 Antikörper	







Luchs	 gezeigt,	 dass	 ein	Metabolit	 von	 PGF2-alpha	 als	 Trächtigkeitsmarker	 dienen	 kann	
(Finkenwirth	 et	 al.	 2010)	 und	 später	wurde	 die	 Anwendbarkeit	 für	 andere	 Katzenarten	
bestätigt	(Dehnhard	et	al.	2012).		
Unsere	Studien	am	Gelbkörper	 zeigen	aber	auch	auf,	dass	nicht	alle	bei	 Studien	an	der	
Katze	 gewonnenen	 Erkenntnisse	 unkritisch	 auf	 andere	 Katzenarten	 übertragen	werden	
sollten.	 Luchse	weisen	 einen	 ganz	 anders	 gearteten	 Gelbkörperlebenszyklus	 und	 damit	
verbunden	 auch	 andere	 Hormonprofile	 auf,	 als	 die	 Hauskatze	 (Jewgenow	 et	 al.	 2014).	
























organe/-gewebe	 der	 Katze	 in	 der	 Lage	 sind,	 Steroide	 zu	 synthetisieren.	 Die	 Orga-
ne/Gewebe,	 bei	 denen	 auch	 die	 Expression	 von	 Steroidrezeptoren	 untersucht	 wurde,	
besitzen	eine	Rezeptivität	für	Progesteron,	Androgene	und	Östrogene.	Sowohl	bezüglich	
der	 Steroidsynthese	 als	 auch	 der	 -rezeption	 gibt	 es	 Unterschiede	 zwischen	 den	 Orga-
nen/Geweben	 aber	 auch	 innerhalb	 der	 Entwicklung/Lebensspanne	 einzelner	 Orga-













rakterisiert	 werden.	 Durch	 die	 Studien	 an	 der	 Plazenta	 der	 Hauskatze	 wurde	 deutlich,	
dass	ihre	Sexualsteroidproduktion	zwar	nicht	in	erheblichem	Umfang	zu	den	Serumprofi-







als	Modell	 für	 andere	 Katzenartige	 dienen,	 die	 in	 der	 Regel	 noch	 viel	 weniger	 studiert	
sind,	auch	wenn	die	Eignung	als	Modell	im	Einzelfall	überprüft	werden	muss.	Unsere	Stu-
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The corpus luteum (CL) is a transient gland formed in the ovary after ovulation and is the
major source of progesterone. In the Iberian and Eurasian lynx, CL physiologically persist
after parturition and retain their capacity to produce progesterone, thus suppressing the
ovarian activity. This unique reproductive characteristic has a big impact on the success of
assisted reproduction techniques in the endangered Iberian lynx. The mechanisms behind
CL persistence are not yet understood and require extensive studies on potential luteotropic
and luteolytic factors in felids. Because the apoptosis system has been shown to be
involved in structural regression of CL in many species, we aimed to investigate the capac-
ity of perCL to undergo apoptosis. In addition, we performed initial studies on the apoptosis
system in the luteal phase of the domestic cat. No previous research on this system has
been made in this species. Our factors of interest included agents of the intrinsic apoptosis
pathway, i.e., pro-survival B-cell CLL/lymphoma 2 (BCL2) and pro-apoptotic BCL2-associ-
ated X protein (BAX), the executioner caspase-3 (CASP3), as well as of the extrinsic path-
way, i.e., pro-apoptotic receptor FAS, and tumor necrosis factor (TNF) and its receptors
(pro-apoptotic TNFRSF1A and pro-survival TNFRSF1B). We analyzed the relative mRNA
levels of these factors, as well as protein localization of CASP3 and TNF during stages of
pregnancy and the non-pregnant luteal phase in CL of domestic cats. The same factors
were investigated in freshly ovulated CL (frCL) and perCL of Iberian and Eurasian lynx,
which were histologically analyzed. All factors were present in the CL tissue of both domes-
tic cat and lynx throughout all analyzed stages. The presence of pro-apoptotic factors BAX,
CASP3, FAS and TNFRSF1A in perCL of the Eurasian and Iberian lynx might indicate the
potential sensitivity of perCL to apoptotic signals. The expression of pro-survival factors
BCL2 and TNFRSF1B was significantly higher in perCL compared to frCL of studied Iberian
lynx, suggesting the potential involvement of these factors in the structural integrity of
perCL. In both Iberian lynx and pregnant and non-pregnant domestic cats, the expression
of TNFRSF1A was significantly higher in forming CL compared to other stages, suggesting
the conserved involvement of this factor in the tissue reorganization during formation of the
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feline CL. The mRNA levels of CASP3 and TNFRSF1B were highest during regression
stages of domestic cat CL. The current study provides initial results on the possible involve-
ment of the apoptosis system in the structure and function of the feline CL and in its physio-
logical persistence.
Introduction
The Lynx genus includes four species that inhabit different parts of the world: the Eurasian
lynx (Lynx lynx) in the broad range of Europe and Asia, the Canada lynx (Lynx canadensis)
and the bobcat (Lynx rufus) in North America, and the Iberian lynx (Lynx pardinus) in the Ibe-
rian Peninsula. Eurasian, Canada and Iberian lynx are monoestrous, i.e., mate only once in a
year, with breeding seasons in January–April, February–April and January–February, respec-
tively [1–4]. The bobcat is seasonally polyestrous and may ovulate up to three times during the
breeding season [5].
All three monoestrous lynx species exhibit a unique reproductive characteristic associated
with the corpus luteum (CL), a transient gland that forms in the ovary after ovulation and sup-
ports pregnancy via its production of progesterone [6]. It has been widely shown among differ-
ent species that, in the event of a non-pregnant cycle or at the end of pregnancy, the CL
regresses from the ovarian tissue and a new cycle is initiated [7, 8]. However, the situation is
markedly different for the lynx. Studies on the lynx ovarian cycle revealed the presence of CL
outside the reproductive season in Iberian and Eurasian lynx [9]. More recent findings indicate
that CL of the Eurasian lynx morphologically persist in the ovary for at least two years [10].
Furthermore, such persistent CL (perCL) continue to produce progesterone and thus exhibit
functional persistence, leading to a stage called prolonged diestrus between cycles [10, 11].
Studies on the Canada lynx also suggest a similar luteal pattern, based on constant fecal proges-
terone concentrations [1]. The bobcat seems to exhibit morphological persistence of CL, how-
ever, their functional condition still needs to be investigated [12, 13]. To summarize, CL persist
morphologically and functionally after parturition and weaning in all three monoestrous lynx
species: Iberian, Eurasian and Canada lynx.
There is as yet no certainty about the role of perCL in lynx reproduction, nor are there any
reports so far on the possible molecular mechanisms involved. It has been hypothesized that
perCL may be advantageous in lynx species by supporting subsequent pregnancies as addi-
tional sources of progesterone [14] and/or by securing a monoestrous cycle via progesterone
suppression of ovarian activity [15]. Such suppression of any late ovulations would ensure the
birth and weaning of cubs during the most favorable time of the year [10]. It is unclear how the
monoestrous lynx enters a new ovarian cycle every year despite the constant presence of active
perCL and, therefore, it is not possible to design any protocols of ovulation induction for these
species. An attempt to overcome the CL persistence by administrating a commonly luteolytic
prostaglandin F2α led to a temporary decrease in progesterone concentration, but structurally
perCL remained in the ovary [16]. The lynx unique reproductive characteristic, therefore,
makes standard protocols for assisted reproduction inapplicable in monoestrous lynx and may
critically lower the success of breeding programs for these species. This greatly affects the Ibe-
rian lynx, which until recently had been listed as critically endangered by the International
Union for Conservation of Nature [17] and for which extensive genetic studies revealed a high
extinction risk of the two remaining populations [18, 19]. To support and restore wild popula-
tions of the Iberian lynx, a captive breeding program has been initiated in the centers of Spain
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and Portugal with ongoing breeding and reintroduction of animals [20]. Unraveling the func-
tion and regulation of perCL, and particularly the mechanisms of its regression, could enhance
the performance of captive breeding programs and offer more opportunities for the Iberian
lynx survival.
The research on the lynx or any other wild felid is complicated by the limited access to these
species. The sampling of reproductive tissue is rare and depends heavily on a chance, be it post-
mortem sampling after legal hunting or natural/accidental death of an animal, or an ovariohys-
terectomy of captive lynx for medical and management reasons. Because of this, the more
accessible felid, domestic cat (Felis catus), becomes an irreplaceable model species. The domes-
tic cat is seasonally polyestrous, and after ovulation queens can either enter a period of preg-
nancy (approximately 65 days [21]) or a non-pregnant luteal phase (approximately 40 days
[22]). In both scenarios, elevated serum and intraluteal progesterone concentrations decrease
towards the end of the luteal phase, allowing initiation of a subsequent ovarian cycle [23, 24].
Molecular studies on the domestic cat CL have been limited to the investigation of enzymes of
the luteal steroidogenesis system [25]. To contribute to the knowledge on the mechanisms
behind formation, maintenance and regression of the feline CL, we initiated a detailed molecu-
lar study on potential luteotropic and luteolytic factors in the domestic cat [26] and lynx [27].
In the present work, we focus on the mechanisms of structural regression of the CL in the
domestic cat and in two species of lynx, Iberian and Eurasian.
Luteal regression (luteolysis) is commonly required for the initiation of a new follicular
cycle. The literature distinguishes between two aspects of luteolysis, functional and structural,
with the first condition usually preceding the latter one [8]. Both aspects of luteolysis are gov-
erned by species-specific luteal factors, however, structural luteal regression via apoptosis-
related factors is common to most of the species studied to date [7, 28–30]. Apoptosis, or pro-
grammed cell death, can be divided into intrinsic and extrinsic pathways. The intrinsic signal-
ing cascade is generally activated by apoptotic stimuli within a cell. Members of the B-cell CLL/
lymphoma 2 (Bcl-2) family transduce the signal within the cell by alterations in the mitochon-
drial outer membrane (MOM): e.g., the pro-apoptotic factor BCL2-associated X protein (BAX)
resides in the cytosol or on MOM itself and, once activated by the BH3-only proteins and oli-
gomerized, creates permeability of the MOM [31, 32]. This permeability leads to release of
cytochrome c from the inner mitochondrial membrane and thus causes activation of caspase-3
(CASP3) which, through cleavage of essential proteins, executes the final step of cell death [33].
The pro-survival factor BCL2 can inhibit the death signal via translocation of BAX from
MOM, or by sequestering BH3-only proteins and preventing them from activating BAX, or by
binding to activated BAX and preventing its oligomerization [31]. All the mentioned factors
were shown to be involved in luteolysis in rodents, cattle and primates [34–39].
The extrinsic signaling cascade is activated by extracellular signals via cytokines, which
include members of the tumor necrosis factor (TNF) super family, e.g., TNF (also known as
TNF superfamily, member 2 and TNF-alpha) and Fas ligand, and their cell surface receptors, e.
g., TNF receptor superfamily, member 1A (TNFRSF1A; previously known as TNFR1),
TNFRSF1B (previously known as TNFR2) and Fas cell surface death receptor (FAS; also
known as CD95) [40]. The FAS/Fas ligand system is known to transduce the death signal via
protease cascade and was shown to be required for luteolysis in many species [41–44]. Another
cytokine, TNF, exhibits pleiotropic signals in the CL tissue and its action might be dependent
on its concentration, the local environment, the stage of the cycle and the type of receptor it
binds to [43, 45–47]. While TNFRSF1A contains the death domain and can transduce the
death signal, in contrast, TNFRSF1B does not possess the death domain and can act as a pro-
survival factor [40, 48, 49]. Presented list of factors was found to play an important role
throughout the luteal phase of many species, including representatives of rodents, cattle and
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primates [42, 48–53]. Both intrinsic and extrinsic pathways lead to activation of the caspase
family, i.e., caspase-9 and -8 respectively, and subsequently the final executioners caspase-3, -6
and -7 [54]. Short description of each factor can be found in Table 1.
We had three hypotheses that might explain the prolonged structural integrity of perCL in
lynx: (i) either CL persist due to their limited capacity to undergo apoptosis; or (ii) there is no
luteolytic signal and, therefore, no activation of the apoptotic cascade; or (iii) the transducing
luteolytic signal is blocked on the downstream of the apoptotic cascade. To study these poten-
tial mechanisms, we aimed to first investigate the capacity of perCL to undergo apoptosis. As a
necessary basis, we studied the involvement of selected apoptosis-related factors, i.e., BCL2,
BAX, CASP3, FAS, TNFRSF1A, TNFRSF1B and TNF, in the luteal phase of the domestic cat.
Then, we analyzed the presence of these factors in perCL of Iberian and Eurasian lynx and
compared the capacity of freshly ovulated (fr) CL and perCL to express them in the Iberian
lynx.
Materials and Methods
All chemicals in the study were purchased from Sigma-Aldrich (Taufkirchen, Germany),
unless stated otherwise and were of the highest purity available.
2.1 Ethics statement
The methods applied, and the study-design, were approved by the Internal Committee for Eth-
ics and Animal Welfare of the Leibniz Institute for Zoo and Wildlife Research in Berlin, Ger-
many (Permit numbers: 2010-10-01 and 2011-01-01). The Norwegian Experimental Animal
Ethics Committee approved the collection of the ovarian tissue from hunted animals (Permit
number: 2010/161554). The tissue from late pregnancy castration of domestic cats were
obtained from the Institute of Animal Reproduction and Food Research of the Polish Academy
of Sciences, Olsztyn, Poland, and all procedures were approved by the Local Animal Care and
Use Committee in Olsztyn, Poland (No. 41/2007/N and 61/2010/DTN).
2.2 Animals and tissue collection
Ovaries of domestic cats were obtained from local animal shelters and clinics after ovariohys-
terectomy for the purpose of permanent contraception. The reasons to perform ovariohyster-
ectomy were not related to the study. Samples were transported in MEM-HEPES medium,
supplemented with 3 mg/mL BSA (Merck Millipore, Darmstadt, Germany) and 1x Antibiotic
Antimycotic Solution. Transportation was at 4°C, and ovaries were processed immediately
after arrival at the laboratory (2–4 hours after surgery). The isolation process and consequent
staging of CL is described in Amelkina et al. [24]. In brief, CL from each cat were either fixed in
Bouin’s solution for histologic analysis or plunged into liquid nitrogen for RNA isolation. In
the case of pregnancy, the day was assessed by the diameter of the gestation chamber [55], the
crown-rump length of a foetus [56] or by the stage of a pre-implantation embryo [57]. The
pre-implantation period (n = 6) included samples from days 2 to 6 and day 10 post-coitum; the
post-implantation period (n = 11) included samples from days 14 to 36 post-coitum; finally, the
CL regression stage (n = 5) was represented by samples from days 38, 39, 48 and week 9 post-
coitum. The absence of embryos in the oviducts or uteri indicated a non-pregnant luteal phase.
In such cases, based on their histologic appearance, each CL was classified as the stage of: for-
mation (n = 9), development/maintenance (n = 13), early regression (n = 14), late regression
(10) or corpus albicans (CA; n = 4). The histologic classification is described in detail in Amelk-
ina et al [24] and includes parameters of: cell shape, type and degree of vacuolation, nucleus
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condition, and the ratio of non-steroidogenic to luteal cells. Listed n-values represent the num-
ber of animals per analyzed stage; each animal is represented by one CL.
Ovaries of Iberian lynx were collected in the scope of the Iberian lynx captive breeding pro-
gram at the Centro de Cría de Lince Ibérico El Acebuche, Parque Nacional de Doñana, Huelva,
Spain and Centro Nacional de Reprodução do Lince Ibérico, Silves, Portugal. Two animals
were ovariohysterectomized for permanent contraception seven days after ovulation was
Table 1. List of analyzed factors, sequences of PCR primers used for sequence analysis and expression studies, annealing temperatures, and
product sizes. bp, base pair; fw, forward; rv, reverse; TA, annealing temperature; a, used for sequence analysis; b, used for gene expression studies. Intrin-
sic/extrinsic pathway refers to the apoptosis pathways










BCL2 Fw: GAG ATG TCC AGC CAG





BCL2 qFw: GGA GGA TTG TGG CCT








BAX Fw: CAG CTC TGA GCA GAT CAT





BAX qFw: CCG ATG GCA ACT TCA ACT








CASP3 Fw: GTG TGC GTT AGA AGT





CASP3 qFw: ACC GGC AAA CCC AAA








FAS Fw: CCG TTG GCT GAT ACT TAC





FAS qFw: GAA CGC TAC CGA AGG








TNFRSF1A Fw: GCA GGA AGA ACC AGT
ACC GGTNFRSF1A Rv: CCG TTC TGC




TNFRSF1A qFw: AGA GTG TAC GAA
GTT GTG CGTNFRSF1A qRv: AGC TTG







TNFRSF1B Fw: CGC CCG GGC TTC GGC





TNFRSF1B qFw: AGC AGC TCC CTG
GAG AGC TTNFRSF1B qRv: GTG ACA







TNF Fw: CAT GAG CAC TGA AAG CAT
GATNF Rv: TCA CAG GGC AAT GAT
CCC A
53 703 a
pleiotropic effects TNF qFw: AGA GCT CCC ACA TGG
CCTTNF qRv: GGC TCA GCC ACT GGA
GTT
59.5 137 b
* GenBank sequences were obtained in this study
doi:10.1371/journal.pone.0143414.t001
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induced by natural mating in February, 2013. Ovariohysterectomy was initiated due to the
medical conditions of animals (repeated caesarean sections and mammary tumor risk) and was
not related to the study. In one animal (Iberian lynx 1, nine years old), embryos were flushed
from the uterus, indicating the pre-implantation stage of pregnancy. Unfertilized oocytes were
flushed from the second animal (Iberian lynx 2, eleven years old), thus indicating a non-preg-
nant luteal phase. The CL were isolated immediately after surgery and their morphological
appearance was noted. The presence of ovulation scars allowed distinguishing CL of fresh ovu-
lation (frCL) from CL of previous cycle/s (perCL), supplemented later by histologic analysis of
both types (see Results). Each CL was dissected and pieces were fixed in Bouin’s solution (for
histologic analysis) or placed in RNA-later solution (RNA isolation; Qiagen GmbH, Hilden,
Germany) or liquid nitrogen (hormone analysis).
Ovaries of free-ranging Eurasian lynx were collected freshly post-mortem from animals
hunted legally during the national hunting quota for management purposes in Norway (n = 5
animals). The period of collection was the beginning of the breeding season prior to mating
(February, 2011; the breeding season for Eurasian lynx in Norway is February to early April
[2]). After dissection, samples were immediately fixed in Bouin’s solution (for histologic analy-
sis) or placed in RNA-later (RNA isolation) or Allprotect Tissue Reagent (hormone analysis;
Qiagen GmbH, Hilden, Germany) solutions. Based on the pre-breeding period of collection
and the absence of frCL, embryos and placental scars of a recent pregnancy, all isolated CL
were classified as perCL from previous cycle/s.
To demonstrate the steroidogenic activity of the isolated CL, intraluteal concentrations of
progesterone and estrogens were determined for Iberian and Eurasian lynx by enzyme immu-
noassay per wet weight of CL, as described and validated previously [11, 24].
2.3 RNA isolation and cDNA synthesis
Up to 26 mg of CL tissue was homogenized in homogenization tubes (100 μl RNA lysis buffer,
1.4/2.8 mm ceramic beads) at 5000 rpm for 2 x 25 sec (Precellys 24 homogenizer, Bertin Tech-
nologies, Montigny-le-Bretonneux, France). Total RNA was extracted using the innuSPEED
Tissue RNA/innuPREP DNase I Digest Kit (Analytik Jena AG, Jena, Germany). The Nano-
Drop ND-1000 (PEQLAB Biotechnologie GmbH, Erlangen, Germany) was used to assess the
concentration and purity of isolated RNA. Additional control of RNA quality and integrity was
performed viamicrofluidic analysis using the Bioanalyzer (Agilent Technologies Deutschland
GmbH, Boeblingen, Germany); RNA integrity number (RIN) values were above 7.0 for cat
samples and above 6.1 for Iberian and Eurasian lynx samples. From 1 to 2.5 μg of isolated RNA
was reverse transcribed into single-stranded (ss) cDNA using the RevertAid First Strand
cDNA Synthesis Kit (Thermo Fisher Scientific, WalthamMA, USA). No reverse transcriptase
was added to the negative control to verify the absence of genomic DNA contamination.
2.4 Sequencing
Primers for the polymerase chain reaction (PCR) were purchased from BioTeZ Berlin Buch
GmbH (Berlin, Germany) and were designed based on Felis catus gene sequences listed in
NCBI database (see accession numbers in Table 1). The NCBI-sequence for TNFRSF1B was
only predicted by automated computational analysis (XM_003989583.2) and thus it was ana-
lyzed in this study too. Primer information is listed in Table 1. Based on feline ss cDNA tem-
plates of luteal, ovarian or placental origin, partial cat and lynx cDNA sequences were
amplified using the Expand High FidelityPLUS PCR system (Roche Diagnostics Deutschland
GmbH, Mannheim, Germany), as described by Braun et al. [58]. For both cat and lynx, the
PCR conditions were: 94°C for 2 min; followed by 35 cycles of denaturation at 94°C for 45 sec,
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annealing at 53°C for 45 sec, elongation at 72°C for 80 sec; and final elongation at 72°C for 7
min. Purified PCR products were ligated to the pJET 1.2 vector (Thermo Fisher Scientific) and
transfected in JM109 cells (Promega GmbH, Mannheim, Germany) for cat CASP3, FAS and
TNF or ligated to the pCR4-TOPO TA vector and transfected in TOP10 cells (both Life Tech-
nologies GmbH, Darmstadt, Germany) for lynx CASP3, FAS, TNF and cat/lynx TNFRSF1A
and TNFRSF1B. Positive clones or purified PCR products (BCL2 and BAX) were sequenced by
the Services in Molecular Biology GmbH (Dr M. Meixner, Brandenburg, Germany).
2.5 Quantitative real-time PCR
Primers for quantitative real-time PCR (qPCR) were based on cat and lynx sequences identified
in this study (Table 1). The qPCR was performed using the CFX96 Real-Time PCR Detection
System (Bio-Rad Laboratories GmbH, Munich, Germany), as published by Braun et al. [59]. In
brief, diluted ss cDNA (4 μl, corresponding to 2 or 10 ng of total RNA for genes of interest, or 4
ng for reference genes) were analyzed in a 10 μl reaction volume including SsoFast EvaGreen
Supermix (Bio-Rad Laboratories GmbH). The qPCR conditions were: 98°C for 2 min and 40
cycles of 8 sec at 98°C and 8 sec at different annealing temperatures (Table 1). Quantification
of qPCR products was performed using the CFX Manager Software 1.6 (Bio-Rad Laboratories
GmbH). Serial dilutions of plasmid DNA were used for calibration. Glutaminase (GLS; for
domestic cat, JQ424891), TATA box binding protein (TBP; for domestic cat, JQ424890; for
lynx, JX993351), β-actin (BACT; for domestic cat, AB051104; for lynx, KM458620), glyceralde-
hyde 3-phosphate dehydrogenase (GAPDH; for lynx, KM458621) and ribosomal protein S7
(RPS7; for lynx, JX993349) were validated as optimal reference genes in feline CL with the qba-
sePLUS software (Biogazelle, Zwijnaarde, Belgium; [60]) and were used for normalization. A
multiple normalization factor was calculated for individual CL referring to Vandesompele et al.
[61].
2.6 Histologic analysis of CL and protein localization
Tissues fixed in Bouin’s solution were dehydrated, embedded in paraffin following standard
procedures and sectioned at 3 μm. Subsequent histologic evaluation was performed under a
light microscope fitted with a digital camera (Jenoptik ProgRes C3, Jena, Germany).
To determine the histomorphological state of CL, samples from Iberian and Eurasian lynx
were routinely stained with haematoxylin and eosin. The histomorphological analysis of cat
samples was performed in our previous study [24].
The localization of CASP3 protein in luteal tissue was assessed by an affinity-purified rabbit
anti-human/mouse CASP3 reactive antibody (Cat. AF 835; R&D Systems, Wiesbaden, Ger-
many), used in a previous study on the domestic cat [62]. According to the manufacturer, this
antibody recognizes an active form of CASP3. Localization of TNF protein was assessed by a
goat polyclonal anti-human TNF antibody (Cat. No. sc-1350; Santa Cruz Biotechnology, Dallas
TX, USA). Immunohistochemistry was performed as described in Braun et al [58]. In brief, sec-
tioned CL tissue mounted on microscope slides (Superfrost Plus, Thermo Scientific, Braun-
schweig, Germany) was deparaffinized in Roti-Histol (Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Germany)
and rehydrated in decreasing concentrations of ethanol. Slides were subsequently incubated in
boiling citrate buffer (11 mM, pH 6.0) for 15 min and in 3% H2O2/methanol solution for 10
min. Then, sections were blocked with 5% BSA in PBS for 1 h at 37°C. Antibody against
CASP3 was diluted in PBS 1:500; antibody against TNF was diluted in 1% BSA in PBS 1:200.
Sections were subsequently washed with PBS-Tween 0.1%, incubated with either peroxidase-
conjugated anti-rabbit or anti-mouse EnVisionC reagent (ready to use solution; Dako Agilent
Technologies, Glostrup, Denmark) for 1 h at 23°C and colour-detected with diaminobenzidine
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(DAB) substrate chromogen solution (Dako Agilent Technologies). Finally, sections were
counterstained with hematoxylin, dehydrated in increasing concentrations of ethanol, and cov-
ered with mounting medium and coverslips.
2.7 Statistical analysis
Statistical analysis was performed with the R software package (R: A language and environment
for statistical computing, version 3.0.0, Vienna, Austria). For the domestic cat, the Kruskal-
Wallis rank sum test was used to determine changes in relative mRNA levels throughout preg-
nant and non-pregnant luteal phases. The Wilcoxon rank sum test was used for post-hoc pair-
wise comparison of stages (P-value adjustment: Benjamini-Hochberg). Each animal was
represented by one CL. Numbers of animals per stage can be found above in 2.2. The stage of
CA was not included in the statistical analysis, because its origin (pregnant or non-pregnant
luteal phase) in the ovary was unknown. For Iberian lynx, the Mann-Whitney U-test was used
to determine changes in relative mRNA levels between frCL and perCL in each animal. Sample
size for Iberian lynx was the following: Iberian lynx 1, n = 3 for frCL and n = 8 for perCL; Ibe-
rian lynx 2, n = 5 for frCL and n = 6 for perCL. Probability (P) values less than 0.05 were con-
sidered statistically significant. SigmaPlot 10.0 (Systat Software Inc., San Jose CA, USA) was
used to visualize the statistical results via boxplots.
Results
In this study, we obtained partial feline gene sequences for the analyzed factors (Table 1).
3.1. Domestic cat
3.1.1 Pregnancy. Throughout the pregnant luteal phase, no significant changes were
observed in mRNA levels of BCL2, BAX, CASP3 and TNF (Fig 1A–1C/1G). Relative FAS
mRNA levels were higher during CL regression compared to the post-implantation period
(P = 0.026; Fig 1D). Gene expression of TNF receptors changed significantly during pregnancy:
TNFRSF1A (Fig 1E) relative mRNA levels were higher during the pre-implantation period
compared to post-implantation (P = 0.0019) and CL regression (P = 0.013); TNFRSF1B (Fig
1F) relative mRNA levels were higher during CL regression compared to post-implantation
(P = 0.055).
3.1.2 Non-pregnant luteal phase. Throughout the non-pregnant luteal phase, relative
mRNA levels of BCL2, CASP3, TNFRSF1A and TNFRSF1B changed significantly, while no sig-
nificant changes were observed for BAX, FAS and TNF (Fig 1). For BCL2 (Fig 1A), relative lev-
els of mRNA changed throughout the luteal phase (P = 0.017), but no significance was found
in the post-hoc comparison. For CASP3 (Fig 1C), relative mRNA levels during CL formation
were lower compared to early regression (P = 0.0014) and late regression (P = 0.0038). Relative
mRNA levels of TNFRSF1A (Fig 1E) were higher during CL formation compared to develop-
ment/maintenance (P = 0.00023), early regression (P = 0.0013) and late regression
(P = 0.00023). Finally, relative mRNA levels of TNFRSF1B (Fig 1F) during CL early regression
were higher than during development/maintenance (P = 0.028).
The immunohistochemistry assay localized active CASP3 in luteal cells. The pattern differed
individually for each animal and overall the expression of CASP3 protein could be found in at
least one sample of every stage analyzed (Fig 2A–2D), except for CA (Fig 2E). Non-steroido-
genic cells, presumably macrophages, were the only cells stained for TNF antibody in the CL
(Fig 2F). The staining was rare and consistent with the results on mRNA level.
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Fig 1. Intraluteal relative mRNA levels during pregnant and non-pregnant luteal phases in the
domestic cat. Box plots depict the distribution of data; whiskers indicate maximum and minimum values;
black dots indicate outliers; horizontal lines indicate the median; P-values are calculated from the Kruskal-
Wallis rank sum test; letters (a, b) identify significant differences between stages and are calculated from
post-hoc pairwise comparisons (P-value adjustment: Benjamini-Hochberg). PR: pregnancy; NP: non-
pregnant luteal phase; pri: pre-implantation period; poi: post-implantation period; r: regression; f: formation; d/
m: development/maintenance; er: early regression; lr: late regression; CA: corpus albicans.
doi:10.1371/journal.pone.0143414.g001
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3.2. Lynx
3.2.1 Iberian lynx, frCL vs. perCL post-mating. During dissection of ovaries, two types of
CL could be clearly distinguished: frCL from a current ovulation and perCL from previous
cycle/s (Fig 3). Fresh CL were paler and bigger than perCL and had an ovulation scar on their
surface; perCL were smaller, darker and partly located inside of the ovary. Subsequent histo-
logic analysis of these CL revealed a stage of formation for frCL and a stage of development/
maintenance for perCL (Fig 4A and 4B). The formation stage of frCL exhibited processes of tis-
sue reorganization, where predominantly small luteinizing cells varied in shape and size. The
Fig 2. Immunohistochemical localization of CASP3 and TNF proteins in CL of the domestic cat. Active CASP3 was localized in luteal cells at the
stages of: CL formation (A), development/maintenance (B), early regression (C) and late regression (D). The protein expression was consistently present
throughout the CL life span, except for CA (E). TNF protein expression was identified in non-steroidogenic cells, presumably macrophages, but not in luteal
cells (F). Arrows indicate positive staining. NC: negative control. Scale bar– 50 μm.
doi:10.1371/journal.pone.0143414.g002
Fig 3. Morphological appearance of the Iberian lynx ovary.Ovaries of the Iberian lynx 1 and 2 (Ib.lynx 1 and Ib.lynx 2, respectively), containing frCL and
perCL. Black arrows indicate frCL with ovulation scars, gray arrows indicate perCL from previous cycle/s. Scale–mm.
doi:10.1371/journal.pone.0143414.g003
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development/maintenance stage of perCL showed no signs of tissue regression; luteal cells
were large and polyhedral, exhibiting fine vacuolation. The histomorphological analysis was
done with reference to the established histologic staging on the domestic cat [24]. Hormone
analysis revealed very high concentrations of estrogens in frCL of Iberian lynx and maintained
concentrations of progesterone in perCL (Table 2).
All the factors examined were expressed in frCL and perCL of Iberian lynx. Relative mRNA
levels of BCL2 (P = 0.012, Iberian lynx 1; P = 0.0043, Iberian lynx 2; Fig 5A), FAS (P = 0.048,
Iberian lynx 1; P = 0.0086, Iberian lynx 2; Fig 5D), TNFRSF1B (P = 0.01, Iberian lynx 1; Fig 5D)
and TNF (P = 0.02, Iberian lynx 1; Fig 5G) were all higher in perCL compared to frCL (Fig 5).
Relative mRNA levels of TNFRSF1A were higher in frCL compared to perCL (P = 0.01, Iberian
lynx 1; P = 0.004, Iberian lynx 2; Fig 5E). In both animals, no significant changes in relative
mRNA levels of BAX and CASP3 were observed (Fig 5B/5C).
Active CASP3 protein could not be localized in the analyzed CL tissue (example of negative
staining in Fig 6A). Staining for TNF protein was observed in non-steroidogenic cells, presum-
ably macrophages, in both types of CL, but also in some transforming cells of frCL (Fig 6B and
6C).
3.2.2 Eurasian lynx, perCL in breeding season before mating. Histomorphological anal-
ysis of perCL in Eurasian lynx revealed signs of luteal regression: coarse vacuolation could be
observed across the luteal tissue (Fig 4D). This state was comparable to the histologic stage of
early regression in domestic cat [24]. No CA stage of CL was observed. Concentrations of pro-
gesterone and estrogens were present in the luteal tissue (Table 2). All the factors examined
were expressed in perCL of Eurasian lynx, including BCL2 (relative mRNA level
Fig 4. Haematoxylin and eosin stained sections of CL of Iberian and Eurasian lynx. A. Formation of the CL in Iberian lynx: frCL, seven days after natural
mating. B. Maintenance of the CL in Iberian lynx: perCL of previous cycle/s after mating. C. Signs of regression in the CL of pre-mating Eurasian lynx: perCL
of previous cycle/s during breeding season. Thin arrows indicate luteal cells. Thick black arrows indicate non-steroidogenic cells. White arrows indicate
coarse vacuolation. Scale bar– 50 μm.
doi:10.1371/journal.pone.0143414.g004
Table 2. Intraluteal concentrations of estrogens and progesterone in Iberian and Eurasian lynx. Intraluteal concentrations of estrogens and progester-
one in the domestic cat can be found in Amelkina et al [24]
Animal Type of CL (n) Estrogens, ng/gmean ± SD Progesterone, μg/gmean ± SD
Iberian lynx 1 frCL (2) 6267.1, 5688.9 38.9, 31.8
perCL (4) 241 ± 35 19.6 ± 5
Iberian lynx 2 frCL (3) 6517.6 ± 3795.3 20 ± 8.4 5
perCL (4) 211.3 ± 201 16.3 ± 1.4
Eurasian lynx, n = 5 perCL (8) 10.1 ± 10.1 9.9 ± 5.8
doi:10.1371/journal.pone.0143414.t002
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Fig 5. Intraluteal relative mRNA levels during the breeding season in post-mating Iberian lynx. Box plots depict the distribution of data; horizontal lines
indicate the median. frCL-I/II: frCL from Iberian lynx1/2; perCL-I/II: perCL from Iberian lynx 1/2 * P < 0.05, ** P < 0.005; Mann-Whitney U-test.
doi:10.1371/journal.pone.0143414.g005
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726.4 ± 365.8), BAX (relative mRNA level 132.0 ± 46.9), CASP3 (relative mRNA level
1092.3 ± 109.4), FAS (relative mRNA level 562.9 ± 193.7), TNFRSF1A (relative mRNA level
458.2 ± 115.2), TNFRSF1B (relative mRNA level 62.9 ± 33.1) and TNF (relative mRNA level
44.1 ± 19.0). Active CASP3 protein could not be localized in the analyzed CL tissue (example
of negative staining in Fig 6A). Strong staining for TNF protein was identified in non-steroido-
genic cells, presumably macrophages (Fig 6D).
Discussion
Apoptosis has been shown to be highly involved in tissue remodeling during development and
regression of the CL in a variety of species [8, 63], but no research has been done in the feline
luteal phase. In our study, the mRNA of all factors analyzed was present in the CL tissue of
domestic cat and lynx throughout all stages. We showed a significant change in the expression
of BCL2, CASP3, TNFRSFB1 and FAS throughout luteal stages in the domestic cat, what might
indicate their potential involvement in the regulation of the feline luteal phase. The signifi-
cantly elevated mRNA level of TNFRSF1A in both the domestic cat and the Iberian lynx during
CL formation may suggest a possible conserved involvement of this factor in tissue reorganiza-
tion and luteinization after ovulation. In contrast, the CL capacity to express TNF differed con-
siderably between domestic cat and both Iberian and Eurasian lynx. The presence of mRNA of
pro-apoptotic factors BAX, CASP3, TNFRSFR1 and FAS in perCL of Iberian and Eurasian lynx
suggests potential capacity of perCL to undergo apoptosis. Significantly higher expression of
pro-survival factors BCL2 and TNFSFR1B in perCL compared to frCL of Iberian lynx may be
part of the mechanism to secure the structural integrity of perCL. Histologic analysis revealed a
different structural state of perCL in Iberian and Eurasian lynx during the pre- and post-mat-
ing periods, respectively.
Gene expression of pro-apoptotic factors BAX and CASP3 was found in CL throughout the
whole luteal phase of the domestic cat. From the mRNA levels of BAX and CASP3 analyzed in
this study, it is not clear whether the protein product is activated; therefore, the data cannot
indicate whether the apoptotic signal has been implemented. However, active CASP3 protein
was detected in domestic cat luteal tissue by immunohistochemistry, showing local apoptotic
processes in reorganization (early stages) and regression (late stages) of feline CL. Likewise, CL
of other species express BAX and CASP3 at various stages [35, 36, 38, 47, 64–66]. Fas ligand
could not be identified in the tissues studied and therefore was not included in the gene analy-
sis. However, its receptor, FAS, was present in domestic cat CL and was constantly expressed
throughout the non-pregnant luteal phase. In pregnancy, the regressing CL of the domestic cat
showed higher expression of FAS compared to its previous stage, indicating a possible
Fig 6. Immunohistochemical localization of CASP3 and TNF proteins in CL of Iberian and Eurasian lynx. A. Negative staining for active CASP3 in lynx
CL tissue. B. frCL of Iberian lynx; strong staining for TNF protein in transforming cells (arrows). C. perCL of Iberian lynx; staining for TNF protein in non-
steroidogenic cells, presumably macrophages (arrows). D. perCL of Eurasian lynx; staining for TNF protein in non-steroidogenic cells, presumably
macrophages (arrows). Staining of droplets within the cells is unspecific. NC: negative control. Scale bar– 50 μm.
doi:10.1371/journal.pone.0143414.g006
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involvement of the FAS/Fas ligand system in regulating feline luteolysis during pregnancy.
Likewise, the increase in FAS and Fas ligand expression with regression of the CL has been
shown in many species, including rodents and cattle [7, 42, 67].
In this study, luteal cells of the domestic cat, while presenting high receptivity to TNF via
expression of TNFRSF1A and TNFRSF1B, were not identified as a source of this cytokine, in
contrast to other species [43, 53, 68]. The feline TNF may be derived from other sources, such
as immune and endothelial cells [43]. In both rat and bovine CL, TNFRSF1A has been associ-
ated with the processes of luteolysis [48, 51]. In our study, the relative mRNA level of
TNFRSF1A was significantly higher during the CL formation stage in both the pregnant and
non-pregnant luteal phases of the domestic cat. Moreover, such increased expression was also
noted in the forming frCL of the Iberian lynx. We hypothesize that this receptor is involved in
processes of CL formation and may be conserved for both domestic cat and Iberian lynx. The
involvement of TNFRSF1A in CL formation can be as an apoptotic mediator of the tissue reor-
ganization processes.
For the domestic cat, the process of luteolysis and differences in it between pregnancy and
the non-pregnant luteal phase are not yet known. The CL of infertile cycles could regress in
response to active luteolytic signals, like in sheep and rat [8, 63], or undergo a passive regres-
sion, like in dogs [69]. Based on our results, we hypothesize that the life span of CL of preg-
nancy is supported by luteotropic factors. The CL of non-pregnant luteal phases, therefore,
may passively regress due to the absence of such support. These CL may still produce receptors
potent for survival like in pregnancy (TNFRSF1B expression), but either lack the activation of
the survival cascade by ligands or have the luteotropic signal blocked on the downstream level.
This may also explain high variations in reported functional life spans of CL in non-pregnant
luteal phases in domestic cats, e.g., from 26 to 62 days as evidenced by serum progesterone lev-
els [22, 23].
The histomorphology of Iberian lynx CL is described for the first time in this study. Due to
the histomorphological similarity of Iberian lynx CL to the domestic cat, it was possible to dis-
tinguish between frCL undergoing formation and structurally maintained perCL by histologic
analysis. Interestingly, perCL of Eurasian lynx before mating exhibited structural regression
signs, while perCL of Iberian lynx after mating showed no signs of regression. Moreover, all of
the perCL analyzed showed functional activity, as evidenced by intraluteal progesterone and
estrogen concentrations. Histologic observations allow us to hypothesize that the state of
perCL changes under the influence of new ovulations, returning it to the state of maintenance
from regression. This is supported by reports on the bobcat, in which structurally persistent CL
were responsive to gonadotropin treatment, i.e., exhibited elevation in progesterone secretion
[14].
In our study, we could only collect samples from two Iberian lynx, due to the critically
endangered status of these species. The observations are, therefore, limited to the system in two
animals; however, they allow us to partly answer introduced questions and establish the direc-
tion of further studies. The detection of pro-apoptotic factors BAX, CASP3, TNFRSF1A and
FAS at the mRNA level in all CL analyzed suggests that perCL, although structurally persistent,
have the capacity to undergo apoptosis. The next question would therefore be whether CL per-
sist due to the absence of luteolytic signal or because such luteolytic signal is further blocked,
supposedly via involvement of luteotropic factors. Based on our results, we suggest the second
mechanism. Here, the candidate for the rescue factor is BCL2, which in higher concentrations
would outcompete BAX for BH3-domain binding and thus either prevent BAX from activating
or, if already activated, from proceeding to MOM permeabilization [70]. Additionally,
TNFRSF1B may compete for the ligand binding with TNFRSF1A, resulting in the activation of
pro-survival rather than pro-apoptotic pathways. Both these pro-survival factors, BCL2 and
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TNFRSF1B, were present at the mRNA level in perCL of Eurasian lynx and significantly higher
expressed in perCL compared to frCL in analyzed Iberian lynx.
The phenomenon of physiological CL persistence is not common among mammalian spe-
cies. So far, Eurasian, Iberian and Canada lynx are the only species where both structural and
functional persistence of CL has been reported. In cows, the persistence of such functional CL
is viewed as a pathology, because it prevents the initiation of a new ovarian cycle [71]. The
unique physiological persistence of CL in lynx offers opportunity to learn more on the mecha-
nisms of CL rescue. For instance, many human clinical studies are focused on a search for res-
cue factors to prevent premature regression of the CL. Physiologically, such rescue occurs
during pregnancy, e.g., in humans by chorionic gonadotropin [72, 73], or post-partum in lactat-
ing rats [74, 75]. In baboons, the administration of human chorionic gonadotropin or gonado-
tropin releasing hormone prolonged the life of CL even during the early follicular stage [76]. In
all cases, rescue of the CL is accompanied by increased progesterone concentrations. Telleria
suggests that regression of the CL can be interrupted and even reversed, either by rescuing its
capacity to produce progesterone or by interfering with apoptosis [77]. As shown by previous
studies [27] and by intraluteal hormone concentrations in our study, perCL of both Iberian
and Eurasian lynx retain the capacity to produce progesterone. This characteristic could be the
basis for the structural integrity of perCL and may involve potential luteal factors to ensure
functional persistence. The elevation of pro-survival factors, such as BCL2 and TNFRSF1B,
could be a mechanism to prevent transduction of the apoptotic signal and rescue perCL from
its structural demise. Interestingly, it is hypothesized that BCL2 is involved in prolongation of
CL lifespan during pregnancy in humans [78]. Moreover, progesterone has been shown to pro-
mote BCL2 expression and decrease BAX to BCL2 ratio in bovine luteal cells [79]. It might be
possible that the same mechanisms that rescue CL of the domestic cat during pregnancy, as dis-
cussed above, are involved in the physiological persistence of lynx CL. If this assumption is
true, research on the luteotropic and luteolytic systems in the domestic cat becomes essential
for understanding the unique reproduction of monoestrous lynx.
Interestingly, gene expression of the pro-apoptotic receptor FAS was significantly higher in
maintained perCL compared to frCL of Iberian lynx. This observation leads to two possible
scenarios: (i) either the elevated FAS indicates the increased susceptibility of perCL to apoptosis
and with this the existence of a survival system to block the FAS-induced apoptotic signal,
including the possible involvement of a soluble form of FAS [80]; or (ii) elevated FAS points to
the pro-survival action of FAS itself. The latter is not unrealistic, because with the growing
number of recent studies it is becoming clear that FAS can also exhibit diverse non-apoptotic
actions depending on the tissue and conditions [81]. Consistent with this, elevated expression
of FAS was found in early stage bovine CL compared to later stages [82]. In the second sce-
nario, FAS might be one of the factors involved in the persistence of lynx CL and hence also
one of the lynx reproductive characteristics divergent from those of the domestic cat. Another
distinct characteristic of the lynx luteal system that was observed involves TNF gene expres-
sion. While mRNA levels of TNF were close to zero in the domestic cat CL, indicating an extra-
ovarian source of this cytokine, in both Iberian and Eurasian lynx this factor was regularly
expressed. Because the increased expression of TNF in perCL tissue coincided with a similar
increase in TNFRSF1B, we suggest a local autocrine regulation of the perCL via this non-apo-
ptotic receptor.
In summary, as in other species studied, apoptosis-related factors are expressed during dif-
ferent stages of luteal development and regression in the domestic cat CL. It appears that
TNFRSF1A might play an important role during the formation of feline CL. In Iberian and
Eurasian lynx, structurally intact perCL exhibited the potential capacity to undergo apoptosis.
Of the factors studied here, we hypothesize that BCL2 and TNFRSF1B might play a luteotropic
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role and be involved in the protection of perCL from complete structural regression. Mecha-
nisms by which apoptosis-related factors are involved in the feline luteal phase are uncertain.
Our current work presents a basis for further research on apoptosis system in the feline luteal
phase and indicates potential factors involved in the regression and persistence of feline CL.
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